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1. Sammendrag 
I dette arbeidet har amitryptilin, citalopram, fluoxetin og fluvoxamin blitt ekstrahert i 
et stillestående system basert på elektromembranekstraksjon. Fokuset har vært rask 
ekstraksjon av basiske modellsubstanser fra ulike vandige matrikser. Positivt ladde 
modellsubstanser migrerte fra en donorløsning over en kunstig væskemembran og inn 
i en sur akseptorløsning. Den kunstige væskemembranen bestod av en porøs hulfiber 
hvor veggene var impregnert med 2-etylnitrobenzene. Drivkraften i systemet var et 9 
V batteri. Den negative elektroden ble plassert i akseptorløsningen, mens den positive 
elektroden ble plassert i donorløsningen. I hovedsak ble ufortynnede plasma- og 
maursyreløsninger valgt som donorløsninger, men også ufortynnet urin og fullblod 
har blitt benyttet. Ulike volum av donor- og akseptorløsning har blitt undersøkt, og i 
det endelige oppsettet ble det benyttet henholdsvis 70 µl prøveløsning og 30 µl 10 
mM HCOOH-akseptorløsning. Spenningsstyrke, ekstraksjonstid, ionebalanse og 
sammensetning av den kunstige væskemembran har blitt optimalisert med hensyn på 
utbytte. Ekstraksjonstiden ble imidlertid låst til ett minutt. 
Renheten av ekstraktene var på nivå med SPE (fast-faseekstraksjon) og betydelig 
renere enn proteinfelling. Systemet ble validert og viste en linearitet > 0,99 (10-1000 
ng
/ml) og relativt standardavvik 7,4-14,7 % (1000 
ng
/ml) for tre av modellsubstansene i 
det terapeutiske området. Plasmaprøver fra pasienter som ble behandlet med 
citalopram eller escitalopram ble ekstrahert i systemet. Resultatene viste en relativ 
forskjell på 3,1-22,6 % sammenlignet med sykehuslaboratoriets analyser, hvor det ble 
brukt fast-faseekstraksjon som prøveopparbeidelsesmetode.  
Det validerte systemet ble videreutviklet, og muligheten for ekstraksjon av flere 
prøver parallelt ble vist ved at tre par elektroder ble parallellkoblet til 
spenningskilden. Da utbyttet var lavt sammenlignet med proteinfelling og fast-
faseekstraksjon, ble det forsøkt eliminasjon av elektrolyse og påfølgende pH- 
endringer i akseptorløsningen. Det ble imidlertid vist at elektrolyse og pH-endringer 
ikke påvirket utbyttet. 
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2. Forkortelser 
EME  Elektromembranekstraksjon 
LLE  Væske-væskeekstraksjon 
SPE  Fast-faseekstraksjon 
SPME  Fast-fasemikroekstraksjon 
PP  Proteinfelling 
HCl  Saltsyre 
HCOOH Maursyre 
NaOH  Natriumhydroksid 
NPOE  Nitrophenyloctylether 
ENB  2-etylnitrobenzene 
NPPE  Nitrophenyl pentyl ether 
IPNB  Isopropylnitrobenzene 
CE  Kapillærelektroforese     
LC- MS Væskekromatografi med massespektrometer som deteksjon   
UV  Ultrafiolett 
µm  Mikrometer 
mm  Millimeter 
ml  Milliliter 
mM  Millimolar 
Forkortelser 4 
ng  Nanogram 
µg  Mikrogram 
i.d  Indre diameter 
RSD  Relativt standardavvik 
V  Volt 
Rpm  revolutions per minute 
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3. Innledning 
For nøyaktige og reproduserbare analyser ved legemiddel- og særlig bioanalyse har 
det vært essensielt med robuste prøveopparbeidelsesteknikker. Historisk sett har det 
vært væske-væskeekstraksjon (LLE) og i senere tid fast-faseekstraksjon (SPE) som 
har vært de viktigste metodene for kommersiell bruk på analyselaboratoriene. 
Metodene blir basert på henholdsvis fordeling mellom to ikke-blandbare væsker 
(LLE) og mellom en fast- og en væskefase (SPE). I tillegg til høyt løsemiddelforbruk 
har begge metodene vært relativt tidkrevende, noe som har gitt insentiver til utvikling 
av nye miniatyriserte og raskere ekstraksjonsmetoder. 
På begynnelsen av 1990-tallet ble fast-fasemikroekstraksjon (SPME) introdusert [1]. 
Ved SPME ble analytten ekstrahert fra en vandig prøveløsning til et fast materiale. 
Massetransporten ble deretter bestemt av fordelingskoeffisienten mellom det faste 
materialet og prøvematerialet. SPME viste muligheten for ekstraksjon fra små 
prøvevolumer, noe som skapte økt fokus på miniatyriserte ekstraksjonsteknikker. 
I 1996 kom de første arbeidene basert på væske-fasemikroekstraksjon (LPME) [2]. 
De første LPME-systemene ekstraherte fra vandige løsninger til en dråpe med 
organisk løsemiddel.  Imidlertid var stabiliteten et problem, da dråpen var lite stabil 
og ble lett løst ut i prøven under ekstraksjonen [3].  I 1999 ble hulfiberbasert LPME 
introdusert [4]. Analytten ble ekstrahert fra en vandig prøveløsning til en kunstig 
væskemembran og videre inn i en akseptorløsning på innsiden av hulfiberen [3]. 
Passiv diffusjon styrte ekstraksjonsprosessen i LPME, noe som gjorde den til en 
tidkrevende teknikk med typiske ekstraksjonstider i intervallet 15-60 minutter. På den 
annen side var løsemiddelforbruket kraftig redusert i forhold til andre 
prøveopparbeidelsesmetoder [5].  
I 2005 ble elektromembranekstraksjon (EME) introdusert. EME har tilnærmet samme 
oppsett som LPME, men med én vesentlig forskjell: EME har koblet inn to elektroder 
til en spenningskilde [6]. Mens fordelingskoeffisienter i ulike faser var avgjørende for 
massetransporten i LPME, vil også spenningen være avgjørende for transporten over 
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den kunstige væskemembranen i EME. Interessen rundt hulfiberbasert LPME har 
internasjonalt sett økt siden introduksjonen på slutten av 1990-tallet. EME har 
foreløpig ikke oppnådd den samme interessen, selv om metoden var betydelig raskere 
enn både LPME og andre prøveopparbeidelsesteknikker [6].  
Noe av grunnen til den manglende interessen har sannsynligvis vært behovet for 
utstyr som spenningskilde og utstyr til risting. Hovedfokus for denne oppgaven har 
vært ekstraksjon av ubehandlede biologiske prøver i et stillestående system og 
oppnåelse av ekstraksjonstider ned mot ett minutt ved bruk av lave spenningsnivåer. 
Håpet videre var at arbeidet demonstrerte på en god måte hvordan EME kan bli brukt 
på lik linje med andre kommersielt viktige prøveopparbeidelsesmetoder. 
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4. Teori 
I de første arbeidene som ble gjort med EME, var det koblet inn en spenningskilde på 
300 V i systemet, og det ble oppnådd utbytter i intervallet 70-79 % ved fem minutters 
ekstraksjoner [7]. Den korte ekstraksjonstiden og det enkle oppsettet, samt det lave 
løsemiddelforbruket og renheten av ekstraktene, ga håp om utvikling av EME til en 
betydelig prøveopparbeidelsesmetode.  
4.1 Oppsett EME 
Det var spenningen som var drivkraften for massetransporten av analytten til 
akseptorfasen i EME [6, 8]. Figur 4-1 viser oppsettet for EME. Systemet ble bygd 
opp av en vial for prøvematerialet, en hulfiber og ett par elektroder. Den kunstige 
væskemembranen ble laget ved impregnering av veggene i hulfiberen med et 
organisk løsemiddel. Deretter ble hulfiberen fylt med akseptorløsning. 
Platinaelektrodene ble plassert på hver sin side av den kunstige væskemembranen: en 
i prøveløsningen og en på innsiden (i lumen) av hulfiberen. Systemet ble utsatt for 
spenning, slik at ladde analytter ble transportert fra prøveløsningen over den kunstige 
væskemembranen og inn i akseptorløsningen. Elektrodene ble koblet til en 
likespenningskilde, slik at det ble dannet en elektrisk krets [5]. Systemet ble utsatt for 
kontinuerlig risting, noe som økte kontaktflaten og ekstraksjonsutbyttet [6]. 
Ladde analytter migrerte mot elektroden med motsatt ladning. Figur 4-1 viser at 
positive analytter migrerte mot den negative elektroden, mens negative analytter 
migrerte mot den positive elektroden. At analytten var ladet, var en forutsetning for 
dens migrasjon i et elektrisk felt. Dermed ble det viktig med pH- kontroll. Basiske 
analytter var tilstrekkelig ladet ved pH to enheter lavere enn pKa-verdien [6]. 
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4.2 Massetransport over en kunstig væskemembran 
Likevektstransporten Jj av en ladet analytt i et elektrisk felt gjennom en kunstig 
væskemembran har blitt beskrevet med Nernst-Planck massetransportligningen [9]. 
 = - Dj  +   
Formel 4-1 Nernst-Planck ligningen 
hvor Dj er ionets diffusjonskoeffisient, Zj er ionets ladning, Cj er 
ionekonsentrasjonen i den kunstige væskemembranen, x er avstanden fra den 
kunstige væskemembranen til overflaten av akseptorløsningen, K er Boltzmanns 
konstant, e er elementærladningen og T er absoluttemperaturen. Formel 4-1 består av 
to uttrykk. Første del beskriver ionets diffusjon inn i den kunstige væskemembranen, 
mens del to beskriver ionets elektriske migrasjon. Formel 4-1 gjelder for relativt 
tykke membraner. For tynnere membraner blir formelen modifisert, siden alle 
områder i en kunstig væskemembran ikke er elektrisk nøytrale [9]. Formel 4-2 viser 
en modifisert form av Nernst-Planck ligningen, hvor massetransporten over en 
kunstig væskemembran blir beskrevet [9]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Spenningskilde 
 +    - 
Platinaelektroder 
Akseptorløsning Prøveløsning 
Hulfiber immobilisert med 
organisk fase 
Figur 4-1 Oppsett for elektromembranekstraksjon 
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Formel 4-2 
er ionets diffusjonskoeffisient, h er tykkelsen av membranen. Formel 4-3 definerer 
. Formel 4-4 definerer den totale ionebalansen ( ) mellom donorløsningen og 
akseptorløsningen.  er analyttkonsentrasjonen i overgangen mellom den kunstige 
væskemembranen og prøveløsningen, og  er analyttkonsentrasjonen i overgangen 
mellom den kunstige væskemembranen og akseptorløsningen.  
=  
Formel 4-3 
 er ladningen til analytten,  er elementærladningen,  beskriver den elektriske 
spenningsforskjellen over den kunstige væskemembranen, k er Boltzmanns konstant 
og T er absoluttemperaturen. 
Med utgangspunkt i uttrykkene ovenfor er det tydelig at spenning, ionebalanse og 
sammensetning av den kunstige væskemembranen er kritiske parametre for 
optimalisering av massetransport fra donorløsningen til akseptorløsningen.  
4.2.1 Spenning  
Formel 4-2 viser at massetransporten over den kunstige væskemembranen og inn i 
akseptorløsningen øker med økt spenningsforskjell (økt v) over den kunstige 
væskemembranen. Det vil si at jo høyere spenningen er, jo større blir 
massetransporten inn i akseptorløsningen. Det har blitt vist at ved påføring av høy 
spenning blir massetransporten inn i akseptorløsningen økt [9]. Ved påføring av 
spenning kunne det imidlertid skje elektrolyse ved elektrodene, slik at pH både i 
prøve- og akseptorløsningen ble endret [5]. 
pH-endringer kan være avgjørende for analyttens ladning og dermed påvirke dens 
elektrokinetiske migrasjon. Elektrolyse var en uønsket prosess, siden det påvirket pH-
verdien. Ved den negative elektroden som ble plassert i akseptorløsningen, ville det 
ved elektrolyse bli forbrukt H
+
-ioner
 
og pH-verdien ville følgelig bli høyere.  
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Prøveløsning (positiv elektrode):   H2O → 2H
+ 
+  O2 + 2 e
- 
Akseptorløsning (negativ elektrode): 2H
+
 + 2e
-
 → H2 
4.2.2 Ionebalanse 
Massetransporten var avhengig av ionebalansen ; jo lavere ionebalanse, jo høyere 
massetransport ble forventet. Med andre ord: Jo større ionekonsentrasjonen i 
akseptorløsningen var i forhold til donorløsningen, jo høyere utbytte ble forventet [9]. 
Formel 4-4 viser at en reduksjon av prøveløsningens ionestyrke gir økt utbytte.  
  
Formel 4-4 Definisjon av ionebalanse (  
 er konsentrasjonen av ith kationet i donorløsningen og er konsentrasjonen av 
ith kationet i akseptorløsningen.  er konsentrasjonen av kth anionet i 
donorløsningen, mens  er konsentrasjonen av kth anionet i akseptorfasen. For 
analytter med flere ioniserbare grupper var pH avgjørende for ladningen. Det ble vist 
at ved pH-verdier i området rundt pKa-verdien var baser uioniserte, noe  
som ga analytten økt affinitet til den kunstige væskemembranen [10].   
4.2.3 Organisk fase  
Sammensetningen av den kunstige væskemembranen var en avgjørende faktor for 
massetransport over den kunstige væskemembranen. Den organiske fasen som ble 
immobilisert i hulfiberens porer, avgjorde diffusjon av analytten inn i 
akseptorløsningen. Dermed var sammensetning og tykkelse av den kunstige 
væskemembranen kritisk i forhold til analyttkonsentrasjonen i akseptorfasen. Ulike 
organiske faser har blitt testet ut. Erfaringsmessig har det vist seg at nitroaromatiske 
forbindelser ga relativt høyt utbytte ved elektromembranekstraksjon av basiske 
forbindelser [5].    
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4.2.4 Ekstraksjonstid 
Ved EME har det tidligere blitt ekstrahert til likevekt. Ved oppnådd likevekt var 
utbyttet uavhengig av ekstraksjonstiden. I tilfeller hvor det ikke ble ekstrahert til 
likevekt, var ekstraksjonstiden kritisk. Det var derfor essensielt med god kontroll over 
ekstraksjonstiden. Tiden det tok før en analytt hadde oppnådd likevekt var individuell 
fra analytt til analytt. Det har blitt vist at for basiske forbindelser med en ioniserbar 
gruppe økte utbyttet med økt ekstraksjonstid [10].  
4.3 Ioneundertrykking 
En robust, reproduserbar og nøyaktig prøveopparbeidelsesmetode er viktig som 
forberedelse til kvantitativ analyse [11, 12]. Interferenser fra den aktuelle matriksen 
kan gi signaler med en UV-detektor, men med et massespektrometer blir dette i noen 
tilfeller ikke observert som et signal, men som en reduksjon av et signal. Dette kalles 
ioneundertrykking. I et massespektrometer vil signalet bli redusert fordi 
interferensene undertrykker ioniseringen av analytten, noe som igjen kan gi redusert 
reproduserbarhet og høyere deteksjonsgrense [11, 12]. 
For undersøkelse av hvorvidt en metode ga ioneundertrykking, ble det utført en 
postkolonneinfusjon; en pumpe ble koblet inn etter analysekolonnen. Figur 4-2 viser 
oppsettet for ioneundertrykking.  
 
 
 
Figur 4-2 Prinsipp for ioneundertrykking 
Det ble opparbeidet en prøve i den aktuelle matriksen som ikke inneholdt 
modellsubstansen. Denne prøven ble injisert og separert på kolonnen. Etter 
analysekolonnen var det koblet inn en pumpe som leverte modellsubstansen direkte 
inn i massespektrometeret. Signalet skal være konstant. Fall i intensiteten tydet 
Kolonne MS PC 
Pumpe 
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imidlertid på at interferenser fra matriks eller løsemidler reduserte analyttens signal. 
Fall i signalintensiteten som sammenfalt med retensjonstiden til modellsubstansene, 
tydet på at metoden var utsatt for ioneundertrykking.  
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5. Eksperimentelt 
5.1 Modellsubstanser 
Tabell 5-1 viser en oversikt av pKa-verdi og log P-verdi for modellsubstansene som 
har blitt benyttet. Figur 5-1 viser kjemisk struktur av modellsubstansene. 
Analytt pKa log P 
Amitryptilin 9,8 1 4,9 1 
Citalopram 9,8 1 2,5 1 
Fluoxetin 10,1 1 4,1 1 
Fluvoxamin 10,6 1 3,1 1 
Tabell 5-1 Oversikt over analyttenes pKa- og log P- verdi 
1
 SciFinder 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 
b 
Amitryptiline 
d 
fluvoxamin 
amitryptilin 
fluoxetin 
citalopram 
Figur 5-1 Kjemisk struktur av fluvoxamin, amitryptilin, citalopram og fluoxetin 
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5.2 Elektromembranekstraksjon 
Følgende standardbetingelser ble benyttet: Donorløsningen bestod av plasma (Ullevål 
universitetssykehus) tilsatt modellsubstansene citalopram, fluoxetin, fluvoxamin og 
amitryptilin til en konsentrasjon på 5 
μg
/ml. 70 μl av donorløsningen ble overført til en 
vial (Chromacol LTD 500x0,1 CVG 613, Trumbull, USA). En 29 mm lang PPQ3/2 
polypropylene hulfiber med en indre diameter på 1,2 mm, veggtykkelse på 200 μm og 
en porestørrelse på 0,2 μm (Membrana GmbH, Wuppertal, Tyskland) ble mekanisk 
lukket i den ene enden og smeltet til en pipettespiss (Finntip 200 Ext, Thermo 
Scientific, Vantaa Finland) i den andre enden. Hulfiberen ble dyppet i 2-
etylnitrobenzene i fem sekunder og overskuddet tørket av med en serviett. 30 μl 10 
mM HCOOH ble sprøytet inn med en mikrolitersprøyte (Microliter syringes, 
Hamilton, Bonadus, Switzerland) i hulfiberen og fungerte som en akseptorløsning. To 
platinaelektroder med en diameter på 0,5 mm (K. A Rasmussen Hamar, Norge) ble 
koblet til en bryter som videre var koblet til et 9 V batteri (Duracell Procell, Bethel, 
USA). Den positive elektroden ble ført ned i prøveløsningen, mens den negative 
elektroden ble ført inn i hulfiberen sammen med akseptorløsningen. Deretter ble 
hulfiberen med akseptorløsning og den negative elektroden ført ned i donorløsningen. 
Bilde 5-1 viser de ulike komponentene som ble benyttet under ekstraksjonen. Bilde 
5-2 viser det fullstendige apparatet slik det ble brukt. Etter endt ekstraksjon ble 
akseptorløsningen overført med mikrolitersprøyten til vialer og deretter analysert med 
kapillærelektroforese (CE) eller væskekromatografi med massespektrometer som 
deteksjon (LC-MS).  
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Bilde 5-1 De ulike komponentene i ekstraksjonsoppsettet 
 
Bilde 5-2 Ekstraksjonsoppsett 
9 V batteri 
Elektroder 
Vial med 
prøveløsning og 
hulfiber 
Av/På bryter 
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5.3 Multippel ekstraksjon 
Metoden ble videreutviklet ved at det ble parallellkoblet ytterligere to par elektroder 
til spenningskilden. Figur 5-2 viser oppsett for multippel ekstraksjon. Det ble 
undersøkt om det var signifikante forskjeller i utbyttet avhengig av om en, to eller tre 
plasmaprøver ble ekstrahert parallelt.  
 
Figur 5-2 Oppsett for multippel ekstraksjon 
Alle prøveløsningene inneholdt en konsentrasjon på 5 
µg
/ml og ekstraktene ble 
analysert med CE.  
5.4 Andre prøveopparbeidelsesteknikker 
5.4.1 Fast- faseekstraksjon 
En Varian Bond Elute LRC C18-kolonne ble kondisjonert med 1,5 ml metanol og 1,5 
ml destillert vann. 0,5 ml plasma tilsatt modellsubstanser til en konsentrasjon på 5 
µg
/ml, ble applisert og utsatt for et konstant trykk på 10 inch Hg gjennom kolonnen. 
Deretter ble kolonnen vasket med 1 ml destillert vann og 0,5 ml acetonitrile. Til slutt 
ble analyttene eluert med en blanding av metanol tilsatt triethylamin (0,5 %). Eluatet 
ble dampet av til tørrhet under nitrogengass og reløst i 215 µl 10 mM HCOOH. I 
tillegg ble det ekstrahert en plasmaprøve med tilsvarende prosedyre, men uten tilsatt 
modellsubstanser. Ekstraktene ble analysert med CE ved pH 7. 
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5.4.2 Proteinfelling 
750 µl plasma ble overført til to eppendorfrør (Brand microcentrifuge tube PP with 
cap, Plastibrand, Sigma Aldrich) - det første uten og det andre med modellsubstanser. 
Begge eppendorfrørene ble tilsatt 750 µl kald acetonitrile og deretter ristet i tre 
minutter ved 1350 rpm. Prøvene ble sentrifugert i fem minutter ved 14000 rpm 
(Centrifuge 5804, Eppendorf AG, Germany). Supernatanten ble overført til en vial og 
analysert med CE ved pH 7. 
5.5 Saltbro 
Et 15 cm langt fused-silika kapillær uten belegg og med en indre diameter på 100 µm 
ble fylt med 1 M KCl. Enden som ble plassert i akseptorløsningen, ble fylt med en 
cirka fire mm plugg av oppvarmet KCl og agar løst i vann. Den andre enden av 
kapillæret ble plassert i et eksternt reservoar med 1 M KCl, hvor den negative 
elektroden også ble plassert. Den positive elektroden ble plassert i prøveløsningen og 
spenningen satt på. Figur 5-3 viser oppsettet for saltbro. 
 
   
 
 
 
 
Figur 5-3 Oppsett for saltbro 
5.6 Ioneundertrykking 
Et blankt plasmaekstrakt ble ekstrahert ifølge standardoppsett (jfr. 5.2) og analysert 
med LC-MS. En løsning med amitryptilin, citalopram, fluoxetin og fluvoxamin med 
- 
 
+ 
Kapillær fylt med 1 M KCl 
Spenningskilde 
Positiv elektrode 
Negativ elektrode 
Eksternt reservoar med 1 M KCl 
Prøveløsning 
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en konsentrasjon på 100 
ng
/ml ble injisert postkolonne med en ekstern pumpe (Gilson 
402 Dilutor dispenser, Middleton, Wisconsin, USA) og en hastighet på 0,05 
µl
/min 
direkte inn i massespektrometeret. Figur 5-4 viser oppsettet for ioneundertrykking. 
  
 
 
Figur 5-4 Skjematisk oppsett for ioneundertrykking 
5.7 Løsninger og buffere 
5.7.1 Stamløsninger 
Renstoff av amitryptilin hydroklorid, citalopram HBr og fluvoxamin maleat ble løst i 
etanol og fortynnet til en konsentrasjon på 1 
mg
/ml. Innholdet av en 20 mg kapsel 
fluoxetin ble løst i 20 ml etanol til en konsentrasjon på 1 
mg
/ml og deretter filtrert med 
et filter 0,45 µm (Minisart RC 25 single use syringe filter, Non sterile, RC membrane, 
PP housing, Sartorius, Goettingen, Tyskland). Alle løsningene ble oppbevart ved 
romtemperatur og beskyttet mot lys. 
5.7.2 Standardløsning 
10 ml av hver enkelt stamløsning på 1 
mg
/ml ble blandet sammen til en konsentrasjon 
på 250 
µg
/ml. Løsningen ble oppbevart ved 5 °C og beskyttet mot lys. 
5.7.3 Prøveløsninger 
Prøveløsninger fortynnet med maursyre ble laget ukentlig. Prøveløsninger ble 
fortynnet fra standardløsningen à 250 
µg
/ml med 10 mM HCOOH til en konsentrasjon 
på 5 
µg
/ml. Prøveløsninger av plasma, fullblod og urin ble laget daglig til en 
konsentrasjon på 5 
µg
/ml.  
100 
ng
/ml 
Kolonne MS PC 
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5.7.4 Separasjonsbuffere  
Fosfatbuffer pH 2,7 
0,8624 gram NaH2PO4 ble løst i vann til et volum på 250 ml. 421 µl orto-fosforsyre 
(85 %) ble fortynnet med destillert vann til et totalvolum på 250 ml.  
25 mM orto-fosforsyre ble titrert til NaH2PO4-løsningen til en pH-verdi på 2,7. 
Bufferen ble filtrert med et 0,45 µm Minisart RC 25 single use syringe filter. 
Fosfatbuffer pH 7 
2,78 g 0,2 M NaH2PO4 · H2O ble veid ut og fortynnet til 100 ml med destillert vann. I 
tillegg ble 7,16 gram 0,2 M Na2HPO4 · 12 H2O fortynnet med destillert vann til et 
totalvolum på 100 ml. 
20 mM fosfatbuffer pH 7 ble laget ved uttak av 3,9 ml 0,2 M NaH2PO4 · H2O-løsning 
og 6,1 ml 0,2 M Na2HPO4 · 12 H2O og fortynnet med destillert vann til 200 ml. 
Løsningen ble filtrert gjennom et 0,45 µm Minisart RC 25 single use syringe filter. 
5.7.5 Akseptorløsninger 
8,285 ml HCl 37 % (v/v) ble fortynnet med destillert vann til et totalvolum på 100 ml 
og en konsentrasjon på 1 M. Løsninger med lavere molaritet ble fortynnet videre fra 
denne løsningen. 
3,85 ml HCOOH 98 % (v/v) ble fortynnet med destillert vann til totalvolum på 100 
ml og en konsentrasjon på 1 M HCOOH. Akseptorløsninger på henholdsvis 1, 2, 5, 
10 og 50 mM ble fortynnet videre fra denne løsningen. 
5.7.6 Mobilfase 
0,377 ml konsentrert HCOOH i LC-MS kvalitet ble fortynnet til et totalvolum på 500 
ml og en konsentrasjon på 20 mM. Mobilfase A inneholdt 475 ml 20 mM HCOOH 
og 25 ml metanol. Mobilfase B inneholdt 25 ml 20 mM HCOOH og 475 ml metanol. 
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5.7.7 Andre løsninger 
10 gram NaOH ble veid ut og fortynnet til 250 ml med destillert vann til en 
konsentrasjon på 1 M.  
7,45 gram KCl ble veid inn og fortynnet til 100 ml med destillert vann til en 
konsentrasjon på 1 M. 
Agarløsning til saltbroen: 1,49 gram KCl og 1 gram agar ble fortynnet med 20 ml 
destillert vann og varmet opp til det ble dannet en gel. 
Tabell 5-2 viser en oversikt over løsemidler, kvalitet og produsent.  
Løsemiddel Kvalitet Produsent 
Acetonitrile Isocratic grade  Merck KGaA 
Agar Renstoff Ukjent 
Amitryptilin HCl Renstoff Sigma- Aldrich Chemie Gmbh 
Citalopram HBr Renstoff H.Lundbeck A/S. Copenhagen-Denmark 
di-natriumhydrogenphosphat 
dodecahydrat 
Pro analysi Merck KGaA 
Etanol 96 % Arcus 
1-ethyl-2-nitrobenzene Purum ≥ 99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Fluoxetin  Kapsler NM Pharma 
Fluvoxamin maleat Renstoff Solvay Duphar B.V. Weesp-Holland 
Isopropylnitrobenzen Ukjent Ukjent 
Plasma Legemiddelfritt Ullevål universitetssykehus 
Metanol For HPLC gradient grade VWR international 
Eksperimentelt 21 
Maursyre  Pro analysi 98-100 % Merck KGaA 
Natriumhydroksid Analytical reagent VWR international 
2- nitrophenyl-pentylether Selectophore Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
2-nitrophenyl- octyl ether Selectophore Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Natriumdihydrogenphosphat-
monohydrat 
Pro analysi Merck KGaA 
Orto-fosforsyre Pro analysi 85 % E. Merck 
Saltsyre Pro analysi Merck KGaA 
Trietylamin Ukjent Ukjent 
Tabell 5-2 Oversikt over løsemidler, kvalitet og produsent 
5.8 Kapillærelektroforese  
For kapillærelektroforeseanalysene ble det benyttet et Agilent kapillærelektroforese- 
system med UV som deteksjonsmetode, levert av Agilent Technologies (Santa Clara, 
USA). Databehandlingen ble gjennomført på ChemStation (Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA, USA). Separasjonen ble utført med et fused-silika kapillær med en 
indre diameter på 75 µm og en effektiv lengde på 55 cm (Polymicro Technologies, 
Phoenix, AZ, USA). Tabell 5-3 viser betingelsene for instrumentet. 
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Parameter Verdi 
Spenning 30.00 kV 
Strøm 50-100 mA 
Deteksjonsbølgelengde 200 nm 
Trykk ved injeksjon 50.0 mbar 
Separasjonsbuffer Fosfatbuffer pH 2,7/ Fosfatbuffer pH 7 
Injeksjonstid 5 sekunder 
Kassettemperatur  25 °C 
Tabell 5-3 CE betingelser 
Tabell 5-4 viser hvordan instrumentet og kapillæret ble behandlet før og etter hver 
analyseserie. Den aktuelle separasjonsbufferen ble fornyet etter hver tiende analyse. 
Løsning Tid 
100 mM NaOH 15 minutter 
H2O 3 minutter 
Separasjonsbuffer 15 minutter 
ANALYSE 
H2O 3 minutter 
Luft 1 minutt 
Tabell 5-4 Ulike trinn ved kapillærelektroforese 
5.9 LC-MS 
For LC-MS analysene ble det benyttet et gradientprogram med mobilfase A som 
bestod av 95 % HCOOH / 5 % metanol, og mobilfase B som bestod av 5 % HCOOH 
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/ 95 % metanol. Analysen startet med 0 % mobilfase B og økte lineært til 100 % 
mobilfase B etter 15 minutter. Deretter ble kolonnen vasket med 100 % mobilfase B i 
3 minutter. Til slutt ble kolonnen vasket med 100 % mobilfase A i 6,1 minutter. 
Analysekolonnen var av typen Biobasic C8 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA) med dimensjonene 50 mm x 1 mm og pakkemateriale på 5 µm. 
Injeksjonsvolumet var 20 µl og ekstraktene ble analysert i SIM-modus med følgende 
m/z verdier: 278, 310, 319 og 325. Pasientprøvene som inneholdt citalopram eller 
escitalopram ble analysert i SIM modus med m/z verdi 325. Tabell 5-5 viser alle 
komponentene som ble brukt under LC-MS analysene. 
Komponent Modell Produsent 
Pumpe 2xLC-10ADvp Shimadzu, Kyoto, Japan 
Degasser DGU-14A Shimadzu, Kyoto, Japan 
Autosampler SIL-10Advp Shimadzu, Kyoto, Japan 
Detektor LC-MS-2010 A Shimadzu, Kyoto, Japan 
Software LCMS solution v. 2.04 Shimadzu, Kyoto, Japan 
System kontrollenhet SCL-10Avp Shimadzu, Kyoto, Japan 
Massespektrometer LC-MS 2010 Shimadzu, Kyoto, Japan 
Tabell 5-5 Oversikt over LC-MS komponenter 
5.10 Beregninger 
5.10.1 Utbytte 
Formel 5-1 viser hvordan utbyttet ble beregnet [6].  
  
Formel 5-1 Beregning av utbytte 
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na og ns er henholdsvis stoffmengde i akseptorløsningen (etter ekstraksjon) og 
donorløsningen (før ekstraksjon). Va og Ca er volum og konsentrasjon i 
akseptorløsningen etter endt ekstraksjon.  Vs og Cs er volum og konsentrasjon i 
donorløsningen før ekstraksjonen.   
Formel 5-2 viser hvordan oppkonsentreringsfaktoren ble beregnet.  
  
Formel 5-2 Beregning av oppkonsentreringsfaktor 
Ca og Cs er henholdsvis konsentrasjon av modellsubstanser i akseptorløsningen etter 
ekstraksjon og donorløsningen før ekstraksjon [6]. 
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6. Resultater og diskusjon 
6.1 Ekstraksjoner fra vandige prøver 
6.1.1 Akseptorløsning 
Sammenligning av HCOOH og HCl 
Innledningsvis ble HCl benyttet som akseptorløsning. Da HCl ikke var kompatibelt 
med LC-MS, var det ønskelig at akseptorløsningen ble endret til HCOOH. Begge 
akseptorløsningene hadde en ionestyrke på 10 mM og viste ingen signifikant forskjell 
med hensyn på utbytte. Figur 6-1 viser utbytte som funksjon av akseptorløsning. Av 
den grunn ble 10 mM HCl som akseptorfase endret til 10 mM HCOOH for videre 
eksperimenter. 
 
Figur 6-1 Utbytte som funksjon av akseptorløsning  
Elektrisk potensial: 9 V; Ekstraksjonstid:1 minutt; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
6.1.2 Spenning 
I dette eksperimentet ble 9 V-batteriet byttet ut med en justerbar spenningskilde. 
Følgende spenningsstyrker ble undersøkt: 9, 50, 100, 200 og 300 V. Figur 6-2 viser 
utbytte som funksjon av spenning. 
0
5
10
15
20
25
30
10mM HCl 10mM HCOOH
U
tb
yt
te
 (
%
)
Akseptorløsning
Fluoxetin
Amitryptiline
Citalopram
Fluvoxamin
a b c 
 
Resultater og diskusjon 26 
 
Figur 6-2 Utbytte som funksjon av spenning 
Elektrisk potensial: Variert; Ekstraksjonstid:1 minutt; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
Utbyttet økte ikke signifikant med økt spenning i dette systemet. Dette tydet på at 
fordelingsforholdet for modellsubstansene var en mer kritisk parameter (jfr. 4.2.3) 
enn spenningsstyrken. Det enkle oppsettet ble bevart og 9 V-batteriet ble brukt i 
videre eksperimenter. 
6.1.3 Saltbro 
Effekten av saltbro ble undersøkt med hensyn på utbytte som funksjon av tid. Det ble 
gjennomført 1, 5, 10 og 15 minutters ekstraksjoner både med og uten saltbro ved 100 
V. Figur 6-3 a-d viser utbytte for hver enkelt modellsubstans med og uten saltbro. 
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Figur 6-3a Fluoxetin  
Elektrisk potensial: 100V; Ekstraksjonstid: variert; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
 
Figur 6-3b Amitryptilin 
Elektrisk potensial: 100V; Ekstraksjonstid: variert; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
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Figur 6-3c Citalopram 
Elektrisk potensial: 100V; Ekstraksjonstid: variert; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
 
Figur 6-3d Fluvoxamin 
Elektrisk potensial: 100V; Ekstraksjonstid: variert; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
Utbyttet for alle modellsubstansene var, etter fem minutters ekstraksjon, ikke 
signifikant forskjellig med saltbro sammenlignet med uten. Det ble konkludert med at 
saltbro ikke ga noen effekt med hensyn på utbytte. I tillegg ble det gjort pH-målinger 
med pH-papir på ekstrakt etter 15 minutter, både med og uten saltbro. Ingen pH-
endringer ble observert etter ekstraksjon.  
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6.2 Ekstraksjoner fra biologiske matrikser 
6.2.1 Organisk fase 
Nitrophenylpentylether (NPPE), 2-etylnitrobenzene (ENB), nitrophenyloctylether 
(NPOE) og isopropylnitrobenzen (IPNB) som organiske faser ble undersøkt med 
hensyn på utbytte. NPPE ga noe høyere utbytte sammenlignet med ENB, mens NPOE 
og IPNB ga lavere utbytte. Grunnet mer forurensninger fra NPPE sammenlignet med 
ENB, ble ENB foretrukket, selv om utbyttet var noe lavere. Figur 6-4 viser utbytte 
som funksjon av organisk fase i den kunstige væskemembranen.  
 
Figur 6-4 Utbytte som funksjon av organisk fase  
Elektrisk potensial: 9V; Ekstraksjonstid: 1 minutt; Kunstig væskemembran: Variert 
Grunnet noen forurensninger i elektroferogramene fra ENB, ble ENB-løsningen 
vasket med et overskudd av 0,1 M HCl. Figur 6-5 viser elektroferogram med og uten 
HCl-vask. Det var tydelig at forurensningene ble vasket bort med 0,1 M HCl. 
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Figur 6-5 Elektroferogram med 2-etylnitrobenzene uten HCl-vask (øverst) og med HCl-vask (nederst). 
Elektrisk potensial: 9V; Ekstraksjonstid: 1 minutt; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
 
fluoxetin, amitryptilin, 
citalopram og fluvoxamin 
forurensninger 
fluoxetin, amitryptilin, 
citalopram og fluvoxamin 
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6.2.2 Akseptorløsning 
Sammenligning av ulike konsentrasjoner HCOOH og vann 
Konsentrasjonene av HCOOH som ble brukt var 1, 2, 5, 10 og 50 mM.  Teoretisk sett 
ville transporten over den kunstige væskemembranen bli økt ved høyere ionestyrke 
på akseptorløsningen (jfr. 4.2). Figur 6-6 viser utbytte som funksjon av konsentrasjon 
HCOOH. Det var ikke signifikante endringer i utbytte ved økt HCOOH- 
konsentrasjon. 
 
Figur 6-6 Utbytte som funksjon av konsentrasjon HCOOH  
Elektrisk potensial: 9 V; Ekstraksjonstid: 1 minutt; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
Endring av akseptorløsningens ionestyrke endret ikke utbyttet signifikant, og i videre 
eksperimenter ble 10 mM benyttet som akseptorløsning.  Figur 6-6 viser at i dette 
oppsettet var ekstraksjonsutbyttet mindre avhengig av ionebalansen sammenlignet 
med tidligere oppsett. Dette tydet på at ekstraksjonstid, sammensetningen av den 
kunstige væskemembranen og fordelingsforholdet (jfr. 4.2.3) var mer kritiske 
parametere enn ionebalansen med hensyn på utbytte. 
6.2.3 Ekstraksjonstid 
I arbeidet ble det fokusert på ett minutts ekstraksjoner. Tidligere eksperimenter har 
vist at massetransporten over den kunstige væskemembranen økte med 
ekstraksjonstiden (jfr. 4.2.4). Det ble undersøkt hvordan utbyttet varierte med 
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ekstraksjonstiden. Ekstraksjonstider som ble undersøkt var 1, 2, 3, 5, 7 og 15 
minutter. Figur 6-7 viser utbytte som funksjon av ekstraksjonstid. 
  
Figur 6-7 Utbytte som funksjon av ekstraksjonstid  
Elektrisk potensial: 9V; Ekstraksjonstid: variert; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
Det var tydelig at etter fem minutter hadde ekstraksjonen nådd likevekt og utbyttet 
var etter dette uavhengig av ekstraksjonstiden. I det aktuelle oppsettet var det 
uhensiktsmessig med ekstraksjoner lengre enn fem minutter. Fokus i denne oppgaven 
har vært raske ekstraksjoner, og ett minutts ekstraksjoner ble valgt for det videre 
arbeidet. Fra ufortynnet plasma har ekstraksjon til likevekt vært mulig i løpet av fem 
minutter.  
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6.2.4 Renhet av ekstrakt 
 
Figur 6-8 Sammenligning av renhet (EME, PP og SPE) 
Figur 6-8 viser elektroferogramer ved henholdsvis elektromembranekstraksjon, 
proteinfelling og fast-faseekstraksjon, med en separasjonsbuffer (pH 7) i 
kapillærelektroforese. Basiske forbindelser hadde kortere migrasjonstid enn 
elektroosmotisk flow (EOF), mens sure forbindelser hadde lengre migrasjonstid enn 
EOF. De basiske modellsubstansene hadde en migrasjonstid på 3,5 minutter. De 
andre signalene kom av forurensninger enten fra metoden eller plasma.  
Elektromembranekstraksjon viste seg overlegen proteinfelling med tanke på renhet 
og konkurrerte med fast-faseekstraksjon, men signalene og utbyttet ble betydelig 
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lavere sammenlignet med fast-faseekstraksjon. Fast-faseekstraksjonsprosedyren var 
en standardmetode, og sannsynligvis finnes det enda mer selektive metoder hvor 
renheten ble økt ytterligere.  
Netto ekstraksjonstid ved bruk av fast-faseprosedyren var om lag 45 minutter, 
inkludert inndamping og reløsing, og om lag 9 minutter for proteinfelling.  For 
elektromembranekstraksjon tok det ett minutt før prøven var opparbeidet til et 
tilfredsstillende nivå slik at den kunne bli analysert. I tillegg var løsemiddel- og 
prøvematerialforbruket ved elektromembranekstraksjon kraftig redusert i forhold til 
både proteinfelling og fast-faseekstraksjon. Tabell 6-1 viser forbruk av 
prøvemateriale, løsemidler og tid.   
Prosedyre Prøveforbruk Løsemiddelforbruk Tidsbruk 
EME 70 µl 30 µl 1 minutt 
PP 750 µl 750 µl 9 minutter 
SPE 500 µl 5500 µl 45 minutter 
Tabell 6-1 Oversikt over forbruk av prøve, løsemidler og tid 
Basiske forbindelser var tilstrekkelig ionisert ved fysiologisk pH og 
prøveopparbeidelsen ble gjort direkte på ubehandlede matrikser. Både ved 
proteinfelling og fast-faseekstraksjon var det behov for tilsetning av løsemidler før 
selve prosedyren ble gjennomført. Sett i lys av den kompliserte og tidkrevende 
proteinfelling- og fast-faseprosedyren, var elektromembranekstraksjon et enklere og 
mer effektivt alternativ med tanke på renhet og tidsbruk.    
6.2.5 Deteksjonsgrense, reproduserbarhet og linearitet  
Nedre deteksjonsgrense ble undersøkt ved at plasma ble tilsatt ulike konsentrasjoner 
modellsubstanser: 0,1 
ng
/ml, 1
 ng
/ml, 10
 ng
/ml, 50
 ng
/ml, 100 
ng
/ml, 500
 ng
/ml og 1000 
ng
/ml. 
Alle de seks konsentrasjonene ble ekstrahert i fire paralleller, bortsett fra 10
 ng
/ml og 
1000 
ng
/ml hvor det ble ekstrahert seks paralleller.  Ekstraktene ble analysert med LC-
MS. Tabell 6-2 oppsummerer deteksjonsgrense, kvantifiseringsgrense og 
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linearitetsverdi. Linearitetsverdien for alle modellsubstansene var tilfredsstillende i 
det terapeutiske området. 
Reproduserbarhet ble undersøkt ved 10 
ng
/ml og 1000 
ng
/ml, hvor det ble ekstrahert seks 
paralleller. Tabell 6-3 viser reproduserbarhet for de respektive analyttene oppgitt i 
relativt standardavvik (%).  
 10 ng/ml (n =5) 1000 
ng/ml (n=6) 
Amitryptilin 
 
10,5 % 19,2 % 
Citalopram 
 
28,4 % 8,6 % 
Fluoxetin 
 
23,9 % 12,3 % 
Fluvoxamin 
 
14,1 % 8,9 % 
Tabell 6-3 viser reproduserbarhet uten bruk av intern standard. Av den grunn ble de 
samme dataene benyttet til beregning av relativt standardavvik, da med amitryptilin 
 Terapeutisk 
konsentrasjon  
LOD  LOQ  r
2
  
Amitryptilin  
 
0,05-0,3 µg/ml 
 
114 pg/ml 382 pg/ml 0,9999  
Citalopram  
 
0,01-0,2 µg/ml 678 pg/ml 2261 pg/ml 0,9996 
Fluoxetin  
 
0,16-0,5 µg/ml 163 pg/ml 544 pg/ml 0,9978  
Fluvoxamin  
 
0,05-0,25 µg/ml 151 pg/ml 505 pg/ml 0,9979  
Tabell 6-2 Terapeutisk konsentrasjon, deteksjonsgrense, kvantifiseringsgrense og linearitet 
Elektrisk potensial: 9 V; Ekstraksjonstid: 1 minutt; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
 
Tabell 6-3 Relativt standardavvik (%) uten bruk av intern standard 
Elektrisk potensial: 9 V; Ekstraksjonstid:1 minutt; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
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som intern standard. Tabell 6-4 viser reproduserbarhet med amitryptilin som intern 
standard. 
  10 ng/ml 1000 
ng/ml 
Citalopram 28,7 % 13,4 % 
Fluoxetin 17,9 % 7,4 % 
Fluvoxamin 9,1 % 14,7 % 
Tabell 6-4 Relativt standardavvik (%) med amitryptilin som intern standard  
Elektrisk potensial: 9 V; Ekstraksjonstid:1 minutt; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
De relative standardavvikene var lavere med intern standard, sammenlignet med uten. 
De var også tilfredsstillende i det terapeutiske området i henhold til FDAs krav til 
validering av bioanalytiske metoder, hvor relativt standardavvik for kvantifisering 
skal være lavere enn 20 %. 
6.2.6 Ekstraksjon av flere prøver samtidig 
Det ble ekstrahert flere prøver samtidig ved at det ble parallellkoblet inn flere 
elektroder til 9 V-batteriet. Resultatene viste ingen signifikant forskjell med hensyn 
på utbytte, avhengig av om en, to eller tre prøver ble ekstrahert samtidig. Det ble også 
undersøkt hvordan spenningen i de ulike kanalene var ved ekstraksjon fra ulike 
matrikser. Det ble vist at spenningen gjennom de ulike kanalene var konstant 9 V (jfr. 
Figur 5-2) og uavhengig av type matriks det ble ekstrahert fra.     
Resultatene viste at det kan bli ekstrahert flere prøver samtidig, og 
prøveopparbeidelsestiden kan bli ytterligere redusert. Teoretisk sett var det mulig 
med tilkobling av flere elektroder til det samme batteriet. Brukervennligheten ble 
imidlertid redusert ved ekstraksjon av flere enn tre prøver samtidig.  
6.2.7 Ulike biologiske matrikser 
Muligheten for ekstraksjon fra ulike matrikser ble undersøkt. I tillegg til plasma som 
ble benyttet i de fleste forsøkene, ble ufortynnet morgenurin og fullblod undersøkt 
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som prøvematrikser. Det ble ekstrahert fem paralleller med både urin, plasma og 
fullblod, alle tilsatt modellsubstanser til en konsentrasjon på 5 
µg
/ml. Figur 6-9 viser 
utbyttet for de respektive matriksene uten pH-justering før ekstraksjon. Ubehandlet 
plasma og fullblod hadde en pH-verdi på 7,4, og de basiske analyttene var 
tilstrekkelig ionisert for elektrokinetisk migrasjon over den kunstige 
væskemembranen. Urinens pH-verdi varierte avhengig av kosthold og væskeinntak, 
men pH i morgenurinen som ble benyttet var tilstrekkelig lav og sikret at 
modellsubstansene var ionisert.  
 
Figur 6-9 Utbytte i plasma, fullblod og urin.  
Elektrisk potensial: 9 V; Ekstraksjonstid: 1 minutt; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
Grunnen til at utbyttet både i fullblod og plasma var lavere enn i urin, kom antakelig 
som følge av proteinbinding av modellsubstansene i fullblod og plasma.  
Siden apparatet var portabelt og ble benyttet uten tilgang til større 
laboratoriefasiliteter, var den mest aktuelle matriksen fullblod. Figur 6-9 viser at 
utbyttet i fullblod og plasma ikke var signifikant forskjellig. De fleste forsøkene i 
dette arbeidet har blitt gjort med plasma. Resultatene viste imidlertid apparatets 
potensial for prøveopparbeidelse raskt og effektivt direkte fra ubehandlet fullblod.        
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6.2.8 Ioneundertrykking 
Det ble undersøkt om ekstrakter ved elektromembranekstraksjon ga stoffer som 
undertrykket ionisering av analytten. Ett plasmaekstrakt uten modellsubstanser ble 
analysert med postkolonneinfusjon av standardløsning. Figur 6-10 viser 
retensjonstiden til de fire modellsubstansene. Dersom det var forbindelser i ekstraktet 
som undertrykte ioniseringen, ville topphøyden bli redusert. 
 
Figur 6-10 Standard 20 ng/ml. SIM 278, 310, 319, 325 
Figur 6-11 viser et elektromembranekstrakt med postkolonneinfusjon av 
modellsubstansene. Fall i intensiteten ved en gitt retensjonstid tydet på 
ioneundertrykking. For m/z 325 var det et problem at retensjonstiden sammenfalt med 
området hvor det var fall i intensiteten. Signalet for m/z 325 var derfor lavere enn det 
var i realiteten. De tre andre modellsubstansene var ikke utsatt for ioneundertrykking.  
 
Figur 6-11 Ekstrakt uten modellsubstanser med post kolonne infusjon. SIM 278, 310, 319, 325 
Elektrisk potensial: 9 V; Ekstraksjonstid: 1 minutt; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
Figur 6-11 viser en reduksjon av intensitet som sannsynligvis kom som følge av en 
lekkasje av 2-etylnitrobenzene fra den impregnerte væskemembranen og til 
akseptorfasen. Dette ble ikke verifisert i eksperimenter.   
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6.2.9 Pasientprøver 
Pasientprøver som inneholdt citalopram eller escitalopram ble innhentet fra et 
sykehuslaboratorium. Terapeutisk konsentrasjon for citalopram er 0,01-0,2 
µg
/ml [13]. 
Kalibreringskurven ble laget i plasma med følgende konsentrasjoner: 2,34 
ng
/ml, 9,375
 
ng
/ml, 37,5 
ng
/ml og 150 
ng
/ml, med tre paralleller av hver konsentrasjon. Disse var i 
intervallet som sykehuslaboratoriet benyttet. Figur 6-12 viser kalibreringskurven fra 
de fire ulike plasmakonsentrasjonene.  
 
Figur 6-12 Kalibreringskurve for citalopram 
Elektrisk potensial: 9 V; Ekstraksjonstid:1 minutt; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
Med utgangspunkt i kalibreringskurven ble plasmakonsentrasjon bestemt hos tre 
pasienter som ble behandlet med citalopram eller escitalopram. Tabell 6-5 
sammenligner resultatene med sykehuslaboratoriets resultater.  Lineariteten (jfr. Figur 
6-12) i det terapeutiske området var tilfredsstillende, med en verdi på 0,9977. 
y = 1426,2x + 51207
R² = 0,9977
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Pasient Sykehuslaboratoriet (SPE) EME 
1 50,5 
ng
/ml 42,1 
ng
/ml 
2 86,8 
ng
/ml 67,2 
ng
/ml 
3 47,8 
ng
/ml 46,3 
ng
/ml 
Tabell 6-5 Sammenligning av analyseresultat 
Elektrisk potensial: 9 V; Ekstraksjonstid:1 minutt; Kunstig væskemembran; 2-etylnitrobenzene 
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Resultatene fra elektromembranekstraksjon viser en relativ forskjell 3,1- 22,6 % for 
de tre pasientprøvene, sammenlignet med sykehuslaboratoriet. Det finnes ingen 
informasjon om hvordan prøvene ble oppbevart eller behandlet før de ble analysert 
med elektromembranekstraksjon. På bakgrunn av dette ble det antatt at 
konsentrasjonen i prøvene var endret, og forskjellen i resultatene kom antakeligvis 
som et resultat av flere fryse- og tineprosesser.  
Figur 6-13 viser et ekstrakt fra en pasient behandlet med citalopram eller 
escitalopram.  
 
Figur 6-13 Kromatogram fra pasient 2 (m/z 325) 
Elektrisk potensial: 9 V; Ekstraksjonstid: 1 minutt; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
Figur 6-14 viser et ekstrakt av en standardløsning med 37,5 
ng
/ml citalopram. 
 
Figur 6-14 Kromatogram fra standard 37,5 ng/ml (m/z 325) 
Elektrisk potensial: 9 V; Ekstraksjonstid: 1 minutt; Kunstig væskemembran: 2-etylnitrobenzene 
Retensjonstiden og m/z verdien 325 hos pasienten sammenfalt med kromatogrammet 
for standardløsningen, og innhold av citalopram eller escitalopram i pasientprøven 
ble bekreftet. Konsentrasjonen hos pasientene som ble behandlet med citalopram eller 
escitalopram ble bestemt med bakgrunn i topphøyden og utrykket y = 1426,2x + 
51207 (jfr. Figur 6-12).  
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7. Konklusjon 
Dette arbeidet har vist muligheten for ekstraksjon i et enkelt oppsett basert på 
elektromembranekstraksjon. For første gang ble det vist at elektromembran- 
ekstraksjon med et 9 V batteri uten bruk av risting ga utbytter fra plasmaløsninger 
etter ett minutt. For første gang har elektromembranekstraksjon blitt sammenlignet 
med fast-faseekstraksjon og proteinfelling med hensyn på renhet, tidsbruk, utbytte og 
løsemiddelforbruk. Løsemiddel- og prøvematerialforbruket var betydelig lavere ved 
elektromembranekstraksjon, sammenlignet med både fast-faseekstraksjon og 
proteinfelling.  Elektromembranekstraktene viste ingen signifikant forskjell med 
hensyn på renhet sammenlignet med fast-faseekstraksjon. Renheten var imidlertid 
betydelig bedre sammenlignet med proteinfelling.  
Tre prøver har blitt ekstrahert parallelt slik at prøveopparbeidelsestiden med 
elektromembranekstraksjon ble ytterligere redusert. I tillegg ble pasientprøver 
ekstrahert og viste at elektromembranekstraksjon kunne bli brukt på lik linje med 
kommersielt viktige prøveopparbeidelsesteknikker. 
På bakgrunn av det lave løsemiddel- og prøvematerialforbruket, den korte 
prøveopparbeidelsestiden og det enkle oppsettet, samt renheten av ekstraktene, viste 
elektromembranekstraksjon flere fordeler sammenlignet med andre 
prøveopparbeidelsesmetoder.  
Dette arbeidet har demonstrert hvor enkelt og raskt elektromembranekstraksjon kan 
bli gjort uten tilgang til større laboratoriefasiliteter. Forhåpentligvis vil dette arbeidet 
på sikt gjøre at flere blir interessert i, og ønsker å være med på videreutviklingen av 
elektromembranekstraksjon.     
Referanseliste 42 
8. Referanseliste 
1. Arthur, C.L. and J. Pawliszyn, Solid-Phase Microextraction with thermal-
desorption using fused-silica optical fibers. Analytical Chemistry, 1990. 
62(19): p. 2145-2148. 
2. Liu, H.H. and P.K. Dasgupta, Analytical chemistry in a drop. Trac-Trends in 
Analytical Chemistry, 1996. 15(9): p. 468-475. 
3. Pedersen-Bjergaard, S. and K.E. Rasmussen, Liquid-phase microextraction 
with porous hollow fibers, a miniaturized and highly flexible format for liquid-
liquid extraction. Journal of Chromatography A, 2008. 1184(1-2): p. 132-142. 
4. Pedersen-Bjergaard, S. and K.E. Rasmussen, Liquid-liquid-liquid 
microextraction for sample preparation of biological fluids prior to capillary 
electrophoresis. Analytical Chemistry, 1999. 71(14): p. 2650-2656. 
5. Gjelstad, A., K.E. Rasmussen, and S. Pedersen-Bjergaard. Electrokinetic 
migration across artificial liquid membranes - Tuning the membrane 
chemistry to different types of drug substances. in 8th International 
Symposium on Advances in Extraction Technologies. 2006. York, ENGLAND. 
6. Pedersen-Bjergaard, S. and K.E. Rasmussen, Electrokinetic migration across 
artificial liquid membranes - New concept for rapid sample preparation of 
biological fluids. Journal of Chromatography A, 2006. 1109(2): p. 183-190. 
7. Pedersen-Bjergaard, S. and K.E. Rasmussen, Electrokinetic migration across 
artificial liquid membranes: New concept for rapid sample preparation of 
biological fluids. Journal of Chromatography A, 2006. 1109(2): p. 183-190. 
8. Gjelstad, A., et al., Microextraction across supported liquid membranes forced 
by pH gradients and electrical fields. Journal of Chromatography A, 2007. 
1157(1-2): p. 38-45. 
9. Gjelstad, A., K.E. Rasmussen, and S. Pedersen-Bjergaard. Simulation of flux 
during electro-membrane extraction based on the Nernst-Planck equation. in 
9th International Symposium on Advances in Extraction Technologies. 2007. 
Alesund, NORWAY. 
Referanseliste 43 
10. Middelthon-Bruer, T.M., et al., Parameters affecting electro membrane 
extraction of basic drugs. Journal of Separation Science, 2008. 31(4): p. 753-
759. 
11. Henion, J., E. Brewer, and G. Rule, Sample preparation for LC/MS/MS: 
Analyzing biological and environmental samples. Analytical Chemistry, 1998. 
70(19): p. 650A-656A. 
12. Choi, B.K., D.M. Hercules, and A.I. Gusev, Effect of liquid chromatography 
separation of complex matrices on liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry signal suppression. Journal of Chromatography A, 2001. 907(1-
2): p. 337-342. 
13. Schulz, M., Therapeutic and toxic blood conncentrations of more than 800 
drugs and other xenobiotics. Die Pharmazie, 2003: p. 447-474. 
 
 
 
 
